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an La presente invention concerne un precede d'elabora- 
tSfi d'un produft notamment destinfi d pr^venir et d soigner 
des maladies de la peau, el un tel produit; 

Ledit proc6dd d'eiaboration selon I'invention consiste a 
utiliser un extrait naturel d'alginate de sodium et h soumet- 
tre ledit extrait d au moins un traitement de d6poiym6risa- 
tion; ^ . 

Un tel produit selon I'invention comprend des encnaine- 
ments d'oligo-alginates et d'acides uronlques; 

Llnvention s'applique notamment di des 6mptions cuta- 
nees, des manifestations allergiques a des compositions 
cosmfitlques, et aux effets cutan^s du vieillissement. 



1 



2753903 



La pr^sente invention concerae un precede d'daboration dVin produit 
Dotamment destind k prevenir et k sotgner des maladies de la peau, telles que des 
Options cutan^ qu des nuinifestations allergiques i des compositions cosmdtiques, 
et un tel produit. Llnvention concerae ^galement un produit destind k hitter contre les 

5 effets cutands du >neillissement, que cc dernier soit nature!, dQ k la pollution ou 
resultant d'expositions aux rayonnemients ultraviolets. 

Les travaux de Susuma Tonegawa, Prix Nobel de medecine en 1987, ont mis 
en Evidence la fonction immunologlque de ceitaines cellules de r^pidenne, les cellules 
de Langerhans, vis-4-vis des agressions localisdes dans la couche 6pidermique de la 

10 peau. Les cellules de Langerhans, qui appartiennent k une famille de cellules dites 
dendritiques lymphoTdes, sont essentiellement situdes dans les couches moyennes de 
I'^iderme. Malgri leur faible density, elles ont un role d'information et de surveillance 
sur I'ensemble de Tipiderme, grSce k leur nature dendritique et a leur capacity 
migratoire, notamment. 

15 Les cellules de Langerhans sont capables k la fois de phagocyter les corps 

strangers ou les allergenes ayant p6netr6 dans Wpideraie et de transmettre des 
antigenes k des cellules immuno-compdtentes particuli^res, les cellules dites cellules T. 
L'activation et la protection des cellules de Langerhans permettent done de stimuler le 
processus de defense intrins^ue de I'^piderme. 

20 Or, on sait que ces cellules sont directement exposees aux rayonnements 

ultraviolets rfaultant d'une exposition au soleil. Des Etudes rentes ont montr* que 
ces rayonnements provoquent a plus ou moins grande 6chelle, d\ine part, une 
diminution des marqueurs de membrane et done une alteration de la capacity de 
presentation d'antigenes aux cellules imrauno-comp6tentes et, d'autre part, une 

25 disparition des dendrites caracterisant les cellules de Langerhans. En cas d'cxposition 
prolong^e au soldi, les rayonnements ultraviolets inhibent les cellules de Langerhans 
et ces d^ieres voient leur nombre diminuer. 

On a cherche a elaborer des produits susceptibles de protdger et d'activer les 
cellules de Langerhans en prevision des rayonnements ultraviolets qui agissent 

30 fr&juenunent sur I'epiderme. 

On connait ainsi de tels produits qui sont elabores k partir d'extraits de 
membranes de levures, et qui sont constitu6s de polysaccharides d^origine veg^tale. 
On peut par exemple citer des produits appartenant k la ftmille des p- I, 3 glucanes, 
reconnus par les r6cepteurs membranaires des celhiles de Langerhans, et qui 
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pertnettent auxdites cellules de maintenir dans une certaine mesure leur activity 
macrophage et de prot^er les cellules immuno-comp^tentes de I'^piderme. 

Un inconvenient majeur des produits pr6cit& r&ide dans leur penetration 
souvent insu£Bsante dans repiderme, laqueile est due k la taille importante des 
molecules de polysaccharides constituant lesdits produits. 

Le but de la pr^sente invoition est de proposer un precede d'eiaboration dim 
produh notanunent destine i prevenir et k soigner des maladies de la peau et un td 
produit, qui soit td que ledit produh puisse penetrer de maniere satisfaisante dans 
replderme et done presenter une bonne activite protectrice de la peau vis-A-vis des 
agressions extorieures. 

A cet eifet. un precede d'eiaboration d'un td produit est tel qu*!! consiste i 
utiliser un extrait naturel d'alginate de sodium et a soumettre ledit extniit k au moins 
un traitement de depolymerisation. 

Selon une autre caracteristique de llnvention. Ton soumet ledit extrait i un 
traitement de depolymerisation eu^atique au moyen d'une alginate lyase. 

De pr^rence et ulterieuremem audit traitement enzymatique. Ton soumet 
ledit extrait ddpolymerise i une hydrofyse en milieu acide. 

Un produit sdon I'invemlon destine k preyoiir et i soigner des mdadies de la 
peau est tel qui! comprend des enchainements d'oligo-al^nates et d'addes uroniques. 

De preference, it comprend en outre au moins un oligoeiement sous fbraie 
cationique formant un chelate avec lesdits enchainements. 

Ledit chelate comprend par exemple des ions Zn^'^, ou un ensemble d'ions 
Mn2+etMg2+ 

Selon une variante de realisation de I'invention, ledit produit comprend en 
outre des extraits naturds d'algues du type chlorella. 

Un produit sdon linvention est prevu pour proteger des rayonnemems 
ultraviolets les cdhiles de Langerhans de I'^piderme. 

n est egalement prevu pour augmenter la concentration epidennique de 
I'interleukine la. 

Un produit selon I'invention du type comprenant ledit chelate est prevu pour 
presenter un effet anti-radicalaire vis-a-vis des radicaux libres produits par des 
rayonnements ultraviolets. 

Plus precisement, ledit produit est alors prevu pour proteger les cellules du 
derme de I'oxydation des protdnes, et de la fragmentarion de I'ADN. 
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Ledit produit comprenant ledit chelate est 6galeineiit privu pour printer un 
effet inhibiteur vis-A-vis de I'acttvit^ de Tenzyme 5a reductase. 

Ledit produit comprenant ledit chelate est dgalement prdvu pour presenter un 
effet inhibiteur vi»-i-vis de la souche bact^rienne pathogene Propionibactirium 
S acnes. 

Les caractfristiques de rinvention menttonnees ci-dessus, ainsi que d'autres^ 
apparaitront plus clairement i la lecture de la description suivante de phisieirs 
exemples de r^isation. 

10 Sgton un premier mode de rfalisation de rinvention. un produit selon 

llnvention est constitu6 d'oli^saccharides du type comprenant, dtine part, des oligo- 
al^nates et, d'autre part, des acides presentant une structure analogue 4 celle des 
acides alpha-hydroxyles, tels que des acides uroniques. 

Ledit produit est 6labor6 4 partir d'un extrait d'algucs, de preference de 

15 respece Ldminaria digitata, qui sont 4 base de polysaccharides constitues d'un 
alginate de sodium. Un procidi d'daboration dudit produit est le suivant. 

On soumet dans un premier temps ledit extrait d'alginate de sodium 4 une 
reaction de depolymirisation enrymatiquc. On utilise a cet effet une enzyme du type 
mannuronate lyase, de pr^fiirence une alginate lyase. Cette enzyme, obtenue par 

20 fermentation bacttfricnne. pemet de dipolymiriser par p-61imination les blocs altem^s 
de la molecule d'algmate de sodium, qui sont constitues d'enchalnements d'a-L- 
guhironate de sodium et de 3-D-mannuronate de sodium Ii6s en 1, 4. De plus, 
I'enzyme pricit^e permet de r^duire tr6s rapidement la viscosite de la solution 
d'alginate de sodium au terme de ladite itape de dipolym^risatioa 

25 De pr^ftrence, on soumet ensuitc Fextratt d'algjnate d^polymirisi 4 une 

hydrolyse partielle cn milieu acide. de maniire 4 obtenir un produit caractirisi par un 
degr6 de polymerisation encore riduit par rapport a celui dudit extrait dcpolymeris£. 

On notera que cette hydrolyse est grandement facilitie par la mise en oeuvre 
de ladite premi&e etape, de par la viscosity rMuite de I'extrait d'alginate traitd par 

30 ladite enzyme et grSce 4 la d6polymerisation prealable desdits blocs caractirisant 
I'alginate de sodium. 

Par ailleurs. il est a noter que ladite enzyme permet de limiter la gelification 
de I'acide alginique suite 4 Tacidification, ce qui permet de conftrer une bonne activite 
au produit obtehu. 
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A titre simplement indicatit on trouvera ci-dessous deux exemples de 
preparation du produit selon llnvention. 

3 E»emplc I ; 

L'extralt d'algue constitu6 d'alginate de sodhim est d'abord solubiIis6 pendant 
une heure a une concentration de S %. 

L'extrait d'al^nate solubilisi est ensuite soumis a une d6poiym£risati6n 
10 enzymatique i une temp&ature de 25^ C et pendant quatre hmres, au moyen d^ne 
alpnate lyase connue sous ia d&ioniinati<Mi AL 951. De plus, le ratio niasstc|ue 
enzyme/alginate est de 0,01 % et le pH du milieu est de 7,5. 

Les masses moliculaires moyennes en nombre dudit extrait 8olubilis6 sont 
d^ermin^ pendant et aprds ladtte d^polym^risation enzymatique, par la mithode 
15 dite du "dosage des doubles liaisons conjugu^es" (voir annexe I). 

On en deduit te degri de polynidrisation moyen en nombre dudit extrait aux ' 
deux moments pr^cit^s. 

Dans cat exemple de r^sation. ledit degri de polymerisation de Textrait 
d'alginate est de 96 suite au traitement en2ymatiqu& 
20 Get extrut d'alginate de d^r6 de polymerisation ^gal & 96 peut constitun- un 

produit selon nnvention, qui est prdvu pour presenter une action sur la peau 
essentiellement en surface de celle-d. 

De pr£f(irence, on hydrolyse ensuite partidiement et en milieu acide I'extrait 
depblymerise, Hiydrolyse etant conduite pendant quatre heures k un pH de I,S et & 
23 94° C. A cet effet, on ajoute de I'acide suliurique audit extrait, le ratio acide/alginate 
etant.de 30 % en poids sec. La reaction est stoppee par refroidissement jusqu'4 ce que 
la temperative du milieu attdgne 20** C, ce qui est le cas au bout dime heure. 

On detemune alors la masse moieculaire moyenne en nombre de I'extrait 
hydrolyse par la methode de SOMOGYI-NELSON dite du "dosage des sucres 
30 reducteurs" (voir annexe U). et I'on en deduit le degre de polymerisation moyen en 
nombre du produit finalement obtenu. 

Daiis cet exemple de realisation, ledit degre de polymerisation du produit 
selon Ilnvention est de 1 2. 
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Extmnle 2; 

De meme que prtcedemment, I'cxtrait d'al^nate de sodhun est d'abord 
solubilise pendant une heure k une concentration de S %. 

L'wrtrait solubilisi est ensuite soumis i une dipolymirisation enzymatique i 
une temperature de 25** C et pendant vingt-trois heures, au moyen de ladhe alginate 
lyase. De phis, le ratio massique enz/me/alginate est de 0,1 % et le pH du milieu est 
maintenu a 7,5. 

Suite au traitement enzymatique, le degri de polymMsadcn moyen en 
nombre est d^ennin^ comme indiqu6 dans Fexemple 1 

Dans cet exemple de r^isation, ledit degr« de polymerisation de I'extrait 
traiti par I'alginBte lyase est de 9. 

On soumet ensuite ledit extrait traits k une hydrolyse adde dans les mSmes 
conditions qu'i rexcmple pr6c6dent, et I'on detennine de la meme mani^e le degri de 
polymerisation moyen en nombre du produit finalement obtenu. 

Dans cet exemple de r&disation, te produit sdon l*invention est caractirisi 
par un degr^ de polymerisation 6gal k 4. 

On notera que les degr^s de polymerisation r6duits qui ont &6 finalement 
obtenus dans les(fits exemples de realisation fkvorisent la penetration cutanee du 
produit sdon IHnventlon. pour son action en profbndeur dans le stratum corneum, 
notanunent. 

On notera encore que l%drolyse en milieu acide constitue une etape 
facultative du procede selon Hnvention. En effet, Ton pourrait se contenter de 
proceder k la seule d6polymerisation enzymatique, du moment ^ue le degre de 
polymerisation du produit obtenu suite au traitement k I'alginate lyase serait td que la 
penetration dudit produit dans la peau serait satisfaisante. A titre indicatif, la valeur 
maximale admissible du degre de polymerisation du produit sdon I'invention est 
environ de 20 pour presenter ladite action,en profondeur. 

On notera en outre qu'un produit selon ce premier mode de realisation de 
I'invention presente une stabilite dans le temps satisfaisante, d'apres les tests 
chromatographiques dont il a fait I'objet. 
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Afin de mettre en ^dence I'effet tmmuno-modulateur sur i'toidenne &un 
produit selon ce premier mode de rtaUsatton de I'invention. on a proc^e a des 
5 experiences consistant, apres avoir soumis des explants de peau 4 une irradiation aux 
rayons ultraviolets de classe B (U. V. B.), h visualiser et k compter les cellules de 
Langerhans pr&entes dans t'^piderme, & I'aide d'un microscope a fluorescence. 

On trouvera ci-dessous un compte-rendu d^taillant le mode operatoire et les 
r^sultats se rapportant k ces exp^ences, ceci pour trois prodluhs difEerents 
10 correspondant k la premiere variante de r^isation de nnvmtion. 

Chacun desdits produits est caractdris^ par une mSme fixiction volumique 
d'oligosaccharides 6gale k 0.2S et les pH desdits produits sont respectivement de 
2, 4 et 7. Ces produits seront respectivement d^signds sous le nom d'ALGpH2, 
ALGpH4 et ALGpH7 dans la suite de la description. 
IS Des ^hantillons d'explants de peau d'un sujet sain, obtenus suite k une 

intervention de cfairurgie plastique abdominale, sont plac^ en survie dans un milieu de 
culture appropri& Quatre series d'explants sont pr^par^: 

- la premiere serie (temoin) est telle que chaque explant la constituant ne 
re^oit pas le produit selon I'invention et n'est pas soumis k une irradiation U. V. B. 

20 - la deuxidme s^rie (timoin iiradi^) est telle que chaque explant la constituant 

ne re^oit pas le produit selon Pinvention mais est soumis k une irradiation U. V. B. 

- la troiaeme sdrie (tr^t6 et non trradie) est telle que chaque explant la 
constituant re9oit le produit selon finvottion mais n'est pas soumis k une irradiation 
U. V. B. 

25 - la quatridme s^rie (traits et irradie) est telle que chaque explant la 

constituant re96it le produit selon I'invention et est soumis a une irradiation U. V. B. 

Les quatre s^es d'explants sont congeMes par immersion dans de 
Ttsopentane qui est refh)idi k -55" C dans de I'azote liquide. 

On effectue par la suite plusieurs coupes frontales a I'int^'eur d'un ciyostat k 
30 une temperature de -16° C. ce qui a pour effet de stopper I'activite immunitaire des 
cellules de Langerhans. 

On proc^de ensuite a i'incubation d'un anticorps primaire et d'un anticorps 
secondaire dans chaque explant, lesquels anticorps permettent de r^velo^, par la 
technique (^immunofluorescence, I'activite des celhiles de Langerhans. En efiet, les 
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cellules de Langerhans ne sont actives que si eiles jouent leur role antigenique en 
bloquant les anticorps. ladite action antigenique dtant observable au microscope i 
fluorescence. 

L'anticoips primaire est prdvu pour reconnaitre les cellules de Langerhans et 
I'anticorps secondaire, couple 4 des molecules iluorescentes de tetramethyl- 
rhodamine-isothiocyanate (TRITC), est pr6vu pour colorer lesdites cellules. 

On observe les 6chantillons coup^ et incubes au microscope i. fluorescence, 
afin de pouvoir visualiso* et denombrer les cellules de Langerhans caract^risant 
chaque tehantiUon. 

Les tehantillons ont &6 photogr^hi^ et €taii6s pour chaque sdrie 
d'explants, de maniere i pouvoir ^vahter le nombre moyen de cellules de Langerhans 
par uiut6 de longueur d'^piderme pour Tensemble des 6chantillons observes. On a 
igalement fiut figurer pour chaque s^rie etudi^e Terreur standard moyenne (SEM). 
laquelle est obtenue en divisant l'6cart-type mesur^ par la racine carree du nombre 
d'echantillons de la s6rie concemee. Le nombre total d'ichantillons 6tant important, 
deux categories de mesures ont ete effectuees, la premiere cat^gorie etant destinee i 
determiner I'effet inununo-modulateur des produits ALGpH2 et ALGpHT, alors que la 
seconde categorie est destinee k determiner reflfet immuno-modulatair du troisieme 
prcduit ALGpH4 selon llnvention. 

L'efiet inununo-modulateur de chaque prcduit a ete chifiBne au moyen de la 
relation suivante: 

AN(teinoin-tenioin inadie) - AN(traite-traite irradie) 

E. L (%) = ^ •<>0 

. ANftemoin-temoin irradie) 

ou E. L rcpresente la valeur en pourcentage dudit effet inununo- 
modulateur, 

AN(temoin-temoin irradie) represente le nombre de cellules de 
Langerhans de la serie "temoin" diminue de celui de la serie "temoin irradie", et 

AN(traite-trdte irradie) represente le nombre de cellules de Langerhans 
de la serie "traite" diminue de celui de la serie "traite irradie". 

La valeur trouvee pour E. I. permet de definir de maniere qualitative et 
standardisee I'effet inununo-modulateur du produit teste. En particulier, 

- Si 70 % < E. I < 100 % alors le produit a un tres bon effet inununo- 
modulateur. 
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- Si E. I. > 100 % alors le produit a un efFet tmmuno-modulateur 

absolu. 

Les tableaux I et II ci-dessous rendent compte de ces mesures. 

Tableau! 



SMe 
d'icbantUlons 


Nombre moyen 
de cellules de 
Langerhans par 
cm d'^pldemtc 
± SEM 


Variation et taux 
de variation du 
nombre de 
ceUules de 
Langerhans par 
cm d*6piderme 
apris irradiation 


EfTet immnno- 
modulateur 


temoin 


305 ±22 


-220 ceUules 




t^moin irradi6 


85 ±13 


-72.1 % 




traits par ALGpH2 
et non irradii 


276 ±55 


+113 cellules 




traits par ALGpH2 
et iiradi^ 


389 ± 56 


+40,9 % 




traite par ALGpH7 
et non irradi6 


262 ±23 


-8 cellules 




traits par ALGpH7 
etirradii 


254 ±31 


-3.1 % 


96% 


Tableau U 




Serie 
d'ichantillons 


Nombre moyen 
de cellules de 
Langerhans par 
em d'^piderme 
±SEM 


Variation ct taux 
de variation du 
nombre de 
cellules de 
Langerhans par 
cm d'^piderme 
apr^ irradiation 


EfTef immuiip- 
modulateur 




temoin 


151 ±14 . 


-93 cdlules 




temoin irradii 


58 + 7 


-61,6% 




traitiparALGpH4 
et non irradii 


303 ±18 


+23 cellules 






traits par ALGpH4 
et irradie 


326 ±20 


+7,6 % 


124.7% 





9 



2753903 



II apparait k la lecture des tableaux I et II que les produits ALGpH2 et 
ALGpH4 selon Unvention ont un effet imimino-modulateur absolu, c'est-4-dire quils 
protigent totalement les cellules de Langerhans contenues dans ripiderme, suite k 
IHrradiation de ce dernier aux rayons ultraviolets. 
5 n apparait ^alement que le produit selon Finventton ALGpH7 a un eSet 

immuno-modulateur trte important, en sorte qu'il perniet d'obtenir une protection 
. quaa-totale des cellules de Langerhans vis-^-vis des rayonnements ultraviolets. 

Par cons&iuent, I'activit^ macrophage desdites cellules est pr^serv^e grdce au 
produit selon nnvention et la protection de r^iderme vis-&-vis des agressions 
10 ext^eures est am^orte. 

Dans une seconde expMence, on a confirm^ I'effet de ALGpH4 & phisieurs 
dosesi Lirradiation aux UVB a provoqui une diminution de 70 % du nombre de 
cellules de Langerfjans par cm d'^piderme. 
15 Suite au traitement des explants de peau par des produits selon invention 

correspondant respectivement a des fractions vohimiques d'oligosacchaiides ALGpH4 
testes de 0.5 %, 2 % et 3.5 %, on a obtenu des eflfrts inununoprotecteurs de 35 %, 
64 % et 75 % (relation effet-dose). 

20 On a par ailleuis proc6di 4 une ivahiation du potentiel phototoxique in vivo 

desdits produits selon un prenuer mode de realisation de llnvcntion. Pour ce faire, on 
a s^lectionne dix sujets 3g6s de 31 A 64 ans et ne presentant ni aflfection cutan^e, ni 
ant^cMent medical susceptible de deconseiller I'application topique de substances. 

On leur a appliqu^ sur un bras et pendant 24 heures un pansement adhesif 
25 occlusif contenant environ 0,2 ml de produit selon I'invention. puis on a irradii aux 
UVA leur bras d^pourvu dudit pansement. 

U s'est w6t6 que ledit produit n'a pas induit de reaction de phototoxidte du 
type eiytheme ou oedime. 
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nn a ^iilement or o rAd& i deux tests in vivo qui SOnt gfaeralemenl prtvus 
pmir pcrmett ra d'^tabEr reffet apaisant ^ntuel d'un oroduH- 

- Le premier test est connu sous le noiti de dosage du taux d'iiiterleukine la 
^pidennique, apr^s traitement topique. II consiste 4 r6aliser les op^-ations suivantes. 

Le premier jour (Jo), des volontaires (10 volontaires sains d'age moyen 27 
dans cet exemple de realisation) ont 6t6 selectionn^s 

Un produit selon ledit premier mode leur a 6t6 applique sur les avant-bras (4 
raison de 2nl/cra') 4 to OnitiaIement)et t,, (12 heures plus tard). Le lendemain (Ji), 
rinterleukine la a 6t6 prelevie sur une zone traitec (ZT) et sur une autre zone non 
traits (ZNT). Le taux d-interieuldne la a Hi dos6 par la technique ELISA, en 
utilisant un anticorps monoclonal spidfique de Knterieukine la et un anticorps 
secondaire conjugui 4 la peroxydasc. A la fin de la r&ction substrat-peroxydas^ la 
lecture du dosage est rialiste 4 Taide d^m spectrophotom^tre lecteur de microplaques. 

En thforie, on sait que plus la density optique mesurie est forte, plus la 
concentration en interieukine lo est importante. Une augmentation de la 
concentration en interieukine la dpidermique traduit un efFet apaisant du produit. 

Les valeurs du taux dlnterleuJdne la et rdcart-type 4 la moyenne (SEMX 
obtenus sur les 10 volontaires, ont et6 calculus pour la zone trait^e et pour la zone 
non traitte correspondante. 

On a exprime la variation sur les moyennes (A %) en appliquant la fbrmule 

suivante: 

A % = (ZT - ZNT)/ ZNT X 100. 



Les dbnnees des 2 traitements (zone timoin et zone traitee) ont et^ analyses 
par un test de Student sur donnees appariees. Les r&ultats sont pr&entes dans le 
tableau ci-dessous: 
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Zone non traitte t^moin 


Zone trait^e par 
oligoalginate de OP » 10 
45%(v/v) 


Taiix en pg^ 
dlnterleukine la moyen ± 
SEM (n = 10 personnes) 


84 ±10 


93±9 


A (trait6-t^oio) 




11.1% 


probability erreur 




0.02 



Ce test a montr^ que, apris deux applications standards sur les avants bras 
espac^s de 12 heures, ledit produit a 5 % augmente significativement le taux 
d'interieukine la epidemiique (A % = +11.1 %). On notera par aiUeurs que la 
probability d'ermir de ce test est infdrieure & O.OS. ce qui peimet de valider ledit test. 

Dans ces conditions expirimentales, ledit produit selon rinvention peut Stre 
considyri comme on produit apaisant. 

- Le second test est connu sous le nom de Stinging Test. 

H s'agit d'un test "anti-picotement k i'acide lactique" qui a port^ sur 8 
volontaires apres 28 jours d'utilisation biquotidienne de produtts selon I'invention, 
caractyrisys par une fraction volumique de 5 % dans uhe base cosm^tique. 

Ce test permet, dans un premier temps, d'^valuer la reactivite cutanee des 
volontaires inchis dans I'^tude puis, dans un deuxieme temps. d'6valuer I'effet anti- 
picotement du produit testi. 

Le premier jour (Jo), un Stinging Test est effectue aiin d'^valuer la reactivite 
de la peau au niveau du visage. Le produit a ^t^ distribu^ aux 8 volontaires retenus, 
lesquels se sont appliques sur le visage ledit produit matin et soir, pendant lesdits 28 
jours. 

Conform^ment k ce test; chaque volontatre a proc^^ k une application sur 
son sillon naso-genien d'une solution d'acide lactique a 10 % sur I'un de ses cotes, et 
d'eau distiliye sur son autre c&t6. 

10 secondes, 2.5 minutes et S minutes apres rapplication. les sensations des 
volontaires sont evaluees selon I'ecbelle suivante: 

- 0 : pas de picotement 

- 1 : sensation legere 
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>2 : sensation modir^e 
- 3 : sensation s6vixe 

Un scwe global de r^ctivit^ prenant en compte les trois dates pricitto a 
calculi selon la formule: 

score global = somme scores (acide lactique) - somme scores (eau distillee). 

Apris ces 28 jours (Jaa), un nouveau Stinging test a 6t6 eflfectue de la meme 
roani6r4^ avec les mgmes calculs de scores de r6activit6. 

Les r6sultats sont pr^nt^ dans le tableau ci-dessous. 



Scores de r6activH6 obtenus avant et apris 28 jours de traitement (valeurs 

individuelles): 



Volontaire 


Jn 




h K - Jo 


I 


4 


2 


-2 


2 


3 


2 


-I 


3 


5 


4 


-1 


4 


4. 


1 


-3 


. 5 


3 


3 


0 


6 


4 


3 


-I 


7 


6 


5 


-1 


8 


4 




-3 


Moyenne 


4.1 


2.6 


-1.5 



Phis I'ecart entre Jo et J28 est important (avec Jq < J28). P'us le seuil de 
IS r^ctivit^ est diminu& 

Les scores moyens de reactivity obtenus pour I'ensemble des volontaires ont 
6t6 de 4,1 4 Jo et de 2,6 i Jag, soit une diminution de 36.6 %. 

Dans les conditions de I'dtude, une appUcation quotidienne dudit produit 
sdon rinvention inclus i 5 % dans une base cosmitique a eu pour effet de diminuer !e 
20 seuil de rdactivite de la peau. Un effet anti-picotementdudit produit a et^ ainsi mis en 
evidence. 
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Selon un second mode de realisation de rmvention. un oroduit selon 
invention est obtenu en aioutant i un oroduit selon ledit premier mode de rfalisarion 
fde prtf^rence de dear^ de Dolvmdrisation voisin de lOV une sohition comprenant un 
ou plusieurs oligo-^l^ments tir^g i>our fefmer un comolexe stable, encore appcIA 
c fiflatey avec ledit produit . Lesdits oligo-dldments sont constttu6s d'&itnuAs nun&aux 
sous forme cationique. 

A titre simplement indicatiC on trouvera ci-dessous deux exemptes de 
preparation de ch^ates constttuant des produtts selon rinventton. 

Etempic \: 

On resolubilise i 30PC (pH = 4,13) des extraits d'oligoalginates du type 
pTidt6 dans lecfit premier mode. Puis, & une temperature de 20°C, on reajuste le 
pH desdits extraits k 5,60 avec de la soude IN. Apres centrifugation pendant 20 
minutes a 8000 t/niin, on melange 100 grammes de fraction sumageante i une 
solution contenant des min^ux comprenant des ions zinc. 

A titre d'exemple, on utilise 8 ml d'eau ultra pure contenant 0.S789 g de 
sulfate de zinc (Zn SO4, H2O) pour la r^isation dudit chelate. 

Excmple2 : 

Dans cet exemple, lesdites Stapes de resolubilisation, de r&yustement du pH 
et de centrifugation sont identiques. Seule diifere la solution minerale ajout^. 

Cette solution comprend un melange dlons magnesium et manganese, dans 
les proportions suivantes: 

on utilise 6 ml d'eau ultra pure contenant 2,652 g de sulfate de magn^ium 
(MgS04, THjO) + 10 ml d'eau ultra pure contenant 1,807 g de sulfate de 
manganese (MnS04, HjO) pour la r^isation dudit chelate. 

On agite le milange obtenu pendant 1 heure a temperature ambiante, puts on 
le centriilige pendant 20 minutes i 8000 t/rain. 

On conserve ensuite la fraction sumageante contenant le chelate a 
temperature ainbiante. 
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On va dAaiUer cirdessous I'activit^ suDolfaientaire que prfsente un chelate 
selon ledit pre mier exemole de preparation fch61ate oKeosaccharides-Zinc). en plus 
des effets prdcitfo obtemis pour un produh sdon ledit premier mode de realisation. 
Deux tests i/i vitro ont ^abli un effet anti-acn6 pour ce chelate. 

5 

- Premier test m vitro etablissant un cfTet inhibiteur dudit chelate sur I'enzyme 
Sar^ctase: 

On sait que les enzymes de type 5a r^uctase (SoR) transforment la 

testost^vne en 17p-hydrosy-Sa-androstan-3-one ou S-d^hydrotest^rone (SDHT). 
10 Cette r6action est cruciale dans Taction des androgenes. Ces enzymes sont pr^semes 

dans les k^tino^es de P^iderme, dans les fibroblastes du derme et dans les glandes 

s^c^es, notanunent. 

L'eff^ inhibiteur du chdate oligosaccharide-Zn a et^ ^alu^ par une mdthode 

radiochimique, sur Tactivite SoR d'un extrait de prostate de mammif^e, tel quHm 
15 chien. Dans cette experience, en presence de NADPH (Nicotinamide ad^ne 

dinucldotide phosphate) et dtin systeme de r^g^^tion du NADPH, on assiste 

essentiellement aux rdactions suivantes: 

testosterone ► Sa-dihydrotestostirone > 5a-androstanediols* 

20 T 5aR SDHT 3HSD** ASD 

avec * ° isomdres 3p, 17P-diol et 3a, 17p-diol 
et ** » 3-hydroxysteroIde deshydrogenases. 

25 Materiel et methode: 

les sohitions du produit ont ete realisees k 5 fois la concentration finale 
utilisee dans la inaction, dans un tampon citrate-phosphate a 6,1 M et a pH = 5,6 
(tampon utilise lors de la reaction 5aR). L'inhibitcur de reference de SoR etait le 
finasteride (ChVo-Proscar®, comprimes a 5 mg), teste a la concentration de 500 

30 |Jtg/ml, apres dihition dans le tampon citrate-phosphate & 0, 1 M. 

L'extrait enzymatique utilise etait un extrait brut de prostate de chien prepare 
en tampon Tris 0,1 M/ sucrose 20 %, pH = 7.5. L'echantillon etait calibre de fa9on k 
transformer approximativement 0,1 pmole de testosterone, avec 50 fxl d'extrait (soit 
une unite arbitraire d'enzyme). 
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Les melanges ont 6ti incub^ pendant 4 heures i 37° C, puis la testpst^bne 
et les derive formes ont ^6 extraits par 500^1 de dicldoromethane. La fraction de 
dichlorom^ane a ete prelevee, s^hee sous flux d'azote et chromatographic sur 
silice dans un syst^me dichloromethane/ac6tate d'AMe^mAhanol (proportions 
5 85: 1 5:3). Les plaques obtenues ont et6 autoradiographies sur films Kodak MP®. 

L'^ahiatton de la quantite de testosterone transformie a 6t6 realisee aprSs 
decoupage des spots de produits formes et comptage en scintillation liquide. 
L'effet du finastiiide et du chelate oligosaccharide-Zn air la transformation de la 
testosterone en DHT et ASD est illustre dans le tableau ci-dessous. 
10 (T = controles sans enzyme; E = contrdles phis enzyme; F = finasteride; PI = 
oligosaccharides 4 5 %; P2 = oligosaccharides i 1 %): 



n- 


produit 


cone (%) 


cpm 


cpm 


cpm 


moyenne 


moyenn 


activit 


% 






DHT 


ASD 


total 




e-T 


eSoR 


inhibition 


















(%) 




T 






226 


159 


385 


433 


0 


0 




T 






330 


153 


483 










T 






264 


167 


431 










E 






939 


3923 


4862 


4769 


4336 


100 


0 


E 






779 


4008 


4787 










E 






929 


3730 


4659 










F 


finasteride 


0,1 mM 


343 


880 


1223 


1080 


647 


15 


85 


F 




0,1 mM 


262 


748 


1010 










F 




0,1 mM 


359 


647 


1006 










PI 


chelate 


5(%) 


626 


2812 


3400 


3629 


3196 


74 


26 


PI 


oligosacc 


5 (%) 


555 


3235 


3790 










P2 


harides- 


!(%) 


786 


3652 


4438 


4512 


4079 


94 


6 


P2 


Zn 


i (%) 


842 


3732 


4574 










P2 




1 (%) 


801 


3724 


4525 
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R^hats: 

le finast^de inhibe de 85 % la transfonnation de testost^ne en SDHT et en 

ASD. 

Le ch^te oligosaccharide-Zn. test6 i 1 % (v/v), n'a pas d*efiet inhibiteur 
net. A 5% (v/vX il inhibe de 26 % Tactivh^ de la 5a reductase. 
Conctu»on: 

Ce cMIate oligosaccharide-Zn i 5 %(v/v) pr&ente un cifet inhibiteur 
intdiessant sur I'activite de la 5a r^uctase, d'oii son eflfet int^ressant centre I'acni. 



- Second test in vitro etablissant un eflfet sur la flore pathog&ie et nori 
pathogtoe: 

Les eifets d'un oligosaccharide de degr^ de polym^sation voisin de 10 selon 
ledit premier mode et d'un chdate de cet oligosaccharide + Zn ont ete Wahids sur la 
souche non pathog^e Micrococcus kristinae. la souche pathog&ne Stcphylococctis 
aureus et la souche pathogene Propionibactireum acnes. Cette demiere est 
particuli^rement incrimin^ dans les irritations survenant au cours des infections 
cutantes de Tacnl 

Mattel etmAhode: 

les bact&ies sont cultivies dans un milieu salin (5,6 g/l de NaCI. 2.812 g/l de 
KH2PO4) contenant de la peptone pancr&tique (5,625 g/l) et des extraits de 
cbeur/cervelle (9,843 g/I). Les souches M. kristinae et S. aureus sont cultivtes en 
milieu aerobie, et la souche P. acnes est cultiv^ en milieu anaerobic, soil en pr^ence 
de 5 g/l de glucose (source carbon^ classique), soit en presence d'un produit selon 
invention (oligosaccharide de degr6 de polymerisation voisin de 10 seul, ou cet 
oligosaccharide formant un chelate avec du zinc), soit en presence du seul milieu 
(cultures t^oin). La quantity de bactdries ayant poussd est ^alu^ apres 48 heures 
de culture par turbidim^rie k 750 nm. 

R^ltats: 

le glucose i 5 g/l augmente d'un fecteur 2,2; 1,6; et 5,2 la quantite de M. 
kristinae, S. aureus et P. acne, respectivement. 

Ledit oligosaccharide de degrd de polymerisation voisin de 10, teste a 5,6 % 
(vA^), n*a pas d'efFet sur les 2 souches bactiriennes M. kristinae et S. aureus. A cette 
concentration, il diminue de 14 ± 2 % (nombre de tests: n » 2) la quantite de P. acnes. 
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Le chelate oligosaccharide-Zn. test^ i 5,6 % (v/v), augmente de 33 % M. 
kristinae (souche non pathog&ie), n'a pas d'effet sur S. aureus, et inhibe de 74 ± 12 
% (nombre de tests: n « 3) la quantity de P. acnes (souche pathogene). A 1,6 %, il 
inhibe encore de 4S ± 1 5 % (n » 2) la souche P. acnes. 
5 Conchinon: 

au vu de ces resultats, la chdation du zinc augmente significattvement I'eff^ 
inhibiteur de I'ciigoalginate dc degr^ de polymerisation voisin de 10 sur la souche 
pathogene Propionibacterium acnes, et favorise le d^veloppement de la souche non 
patitogitne Micrococcus h-istitiae. 
10 D'oCk son efiPet b£n6fique vis-i-vis de I'acn^. 

On va a ptfsent d^tailler ci-dessous I' activit^ suool^mentaife Que or^sente un 
«Miatft selon ledit sec o nd exemnle de orfoaration fch^late oligosaccharides>M« ■*■ 
15 Mn). en plus des elfets prich^s obtenus pour un produit selon ledit premier mode de 
realisation. Trois tests in vitro ont 6tabli un effet anti-radicalaire pour ce chdate (les 
radicaux libres sont des radicaux cries par les rayonnements UV qui sont nefastes 
pourlapeau). 

20 - Test de I'anion supermqrde: 

Dans un premier tempsi, faction anti-radicalaire d^in chelate oligosaccharide- 
Mg + Ma a6t& modilise par le syst^me hypoxanthine/xanthine oxydase, connu pour 
provoquer la formation d*un derive oxyg6n6 fortement instable, I'anion supero^grde 
(Pi"). Ce dernier ginire une suite de reactions en cascade qui provoquent t'alteration 
25 des proteines et des lipldes cellulaires, mais aussi des acldes nudeiques (ADN). Les 
effets ont dte compares i ceux de I'oligosaccharide non chelate. 
Materiel et methode: 

les anions superoxydes (Oj") ont ete generes par I'addition de xanthine 
oxydase (55 mUVnd) i de I'hypoxanthine (0,85 mM) dans un milieu Tris-HCl, pH = 
30 7,4. Les anions superoxydes ont ete f|uantifies par la formation de formazan (rouge) & 
partir de nitrobleu de tetrazolium (NBT) a 33nM, par dosage spectophotometrique en 
cinetique i 560 mm. 

Le principe du dosage des anions superoxydes est le suivant: 
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Hypoxanthine + Oj + HjO > Acide urique + 2 O3 ' + 2 H* 

NBT ► Formazan (rouge) 

R^sultats: 

I'oligosaccharide non cMlati inhibe de fafon proportionnelle k sa 
concentration la reaction colorimitrique. II exerce une activity anti-radicidaire vis-&- 
vis de I'aiuon superoxyde. 

Le ch^te ofigosaccharide-M^Mn test« h 0,00001; 0,0001; 0,001 et 0,1 % 
CVAO inhibe la taction de 12 %, 28 %, 61 % et 75 %, respectivement. 

A 0,33 % et 3.3 % (V/V). ledit chelate inhibe la ruction de 81 % et 92 %, 
respectivement. 

' Condusion: 

la complexation de Mg''*' et Mn'*^ donne k I'oligoalginate des propri^t^s anti- 
radicalaires tr^ puissantes vis-i-vis de Taiuon superoxyde. 

- Test sur la protection des protdines cellulaires: 

L*efl^ anti-radicalaire vis-4-vis de ranion superoxyde nous a amend d tester 
les efSsts du complexe oligosaccharide - Mg + Mn sur des cultures de fibroblastes de 
denne humain, soumises a une attaque proradicalaire provoquee par une irradiation 
aux rayons UV. 

Matdriel et methode: 

des fibroblastes de dernie humain sont incubds pendant 24 heures avec les 
chelates d*oligosaccharides - Mg + Mn, aux 3 concentrations non cytotoxiques de 
0,04; 0,2 et 1 % (vAf). Une sdrie des cultures est exposee aux UV (0,325J/cnf), 
Tautre sdrie est maimenue & I'abri de I'irradiatioa Les protdines sont extraites et leur 
taux d'oxydation est mesurd par un dosage immunologique. L'oxydation des 
protdines introduit un groupement carbonyle au niveau de certains acides amines (Lys, 
Ars, Pro, Thr). Les groupements carbonyles sont transformds en 2,4 dinitrophdnyi 
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hydrazone (DNP-hydrazone) et ces deraiers derives sont quantifies en utUisant un 
anticorps sp^dfique anti-DNP suha d'une reaction colorim^trique. 

Les r^Itats obtoius quant k fefifet protecteur desdits chdates vis-i-vis de 
I'oxydation desdhes prot^ines sont present^ dans le tableau d-dessous (par 
convention, le pourcentage de protection est consid^^ 6gal i 100 lorsque la quantity 
moyenne est infSrieure ou dgale k ceUe du tdmoin non irradi^). 



SMt d'tebantilloB 


Quantity moyenne 
de groupement 
carbonyl dans les 
prot^ines 
±S£M 


Pourcentage 
du timoin 
irradii 


Pourcentage 
de protection 


T^moin non inradii 


0.46 ±0.25 


46 


100 


T^moin irradii 


1.11 ±0.08 


100 


0 


Traits par les chelates k 0,04 % 
puis irradi£ 


0,87 ±0,27 


78 


37 


TraU6 par les chflates k oa % 
Duis irradii 


0,59 ±0,05 


53 


80 


TraiU par les chelates k I 'At 
Duis irradii 


0,35 ± 0,07 


31 


100 



L'irradiation UV augmente I'oxydation des prot^ines d'un fkct^ir 2,4. Le 
chelate d'oligosaccharides - Mg + Mn diminue I'oxydation des protdnes celhilaires 
provoqu^e par les rayons UV, avec un eflfet qui suit unc relation dose-eifet. 

Conclusion: 

Ce chelate protege les prot^ines cellulaires d'une attaque proradicalaire des 
rayons UV. 

- Test sur I'effet protecteur de I'ADN cellulaire: 

Des eifets de protection de I'ADN ont ete dvalu^ en mesurant le taux de 
cassures de TADN dans des fibroblastes exposes a une irradiation UVB. 
Materiel et m^thode: 

Des fibroblastes de derme humain (preleves chez 5 donneurs) ont ete incubes 
pendant 24 heures a 37** C en presence du chelate oligosaccharide-Mg + Mn, ou en 
presence de melange constitue de vitamine C a SOpg/ml et de glutaihion a 50jig/ml, 
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ou en presence de milieu sel (t6moin). Une serie des cultures a et6 expos6e i une 
irradiation UVB (325 mJ/cm»). afors qu'une autre s^rie a ^6 maintenue a I'abri de 
rirradiation. 

Ces deux series ont et6 placees k 37" C pendant 24 heures. Le taux de 
5 cassure de I'ADN a &i 6valu6 par le marquage des extr&nites de I'ADN cass^ avec 
un nucleotide couple a la fluorescence (mdthode TUNEL). 

Cette mithodc utilise I'enayme Terminal Deoxynucleotidyl Transferase 
(TdT). Selon cette mithode, une diminution de la fluorescence des cellules iraduit une 
diminution du nombre de cassures de I'ADN, Cest-i-dire un effet protectcur. 
10 Les r^tats sont pr&eni6s dans le tableau ct-dessous. 





Cellules non irradiSes 


[lellules irradiees 


to 


t94 


tn 




T6moin sans produit 


+/. 


+/- 


+ 


+-H- 


OligbaJginate- 
Me+Mn k 0.04 % fv/v) 


+/- 


+/- 


+ 


+ 


Vitamine C 4 50 n 
g/ml +glutathion a 50 ug/ml 


+/- 


+/- 




+ 


Tdmoih sans TdT 
(controle n^gatif) 










Temoin sans TdT 


> +++ 









avec -: pas de fluorescence 
+/-: &ible intensity 
+: intensite moyenne 
+++: forte intensite. 



Commentaires des r^sultats: 

En I'absence de Tenzyme TdT, les cellules ne sont pas fluorescentes. En 
presence de I'enzyme TdT et d-une enzyme qui degrade TADN (Dnase 1), on observe 
une trfe forte fluorescence. Par consiquent. la spteificitd du marquage est etablie. 
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En I'absence de rayonnement UVB et en presence de I'enzyme TdT, les 
ceQules sont tris peu fluorescentes. Apr^s irradiation aux UVB et en presence de 
I'enzyme TdTJa fluorescence des cellules augmente. 

Les celhiles incub^ en pr^ce d'oligosaccharides-Mg4-Mh i 0,04 (v/v) 
avant rirradiatton, puis irradi^ puis traits avec I'enzyme TdT sont moins 
fluorescentes. 

Conclusion: 

L*oligosaccharide-N^Mn prot^e les fibroblastes denniques de la cassure 
de TADN par les rayons UVB. 



Selon une variante de r^isation dudit premier ou dudit second mode, un 
produit selon Pinvention est constitu^ d'un premier produit, qui est obtenu 
conformdment i l\m de ces deux modes, et d'un second produit,, qui est ^labor^ k 
partir d'extrahs naturels d'algues microscopiques du type chlonlla sdon le proc&l^ 
suivant 

Ce procMd conaste essentiellemmt k efiectuer un broyage en nufieu alcalin 
desdites aJgues, & acidifier le jus d'extractioo obtenu, i iliminer les dSbivt celhilaires 
par mtcrofiltration tangentieOe sur un filtre dont le seuil de retention est de 0,22 [un, 
et k concentrer les d&nents organiques restants, jusqu'i obtention d'un extrait 
comprenant S % de mati^res actives, qui constitue ledit second produit. 

Le melange desdtts premier et second produits s'effectue dans un solvant 
noitre, par exemple de I'eau, en utQisant des concentrations de S % pour chacun 
d'eux. 
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ANNEXE 



I. Determination du decr^ de polvmerisation moven en nombre dHjn extrait 
d'al|rinate de sodhim dfoolvm^se oar un trahen 



L'alginate lyase est une enzyme qui d^polym^rise I'extrait d'alginate de 
10 sodium en g^ndrant des doubles liaisons conjugudes et des fonctions hdmi-ac^aliques 
F^ductrices. 

' Ces doubles liaisons coijugu^ pr^sentant un manmum d'absotption dans 
I\iltravioIet i 235 nm, on proc&le & ieur dosage par spectrophotomdtrie ultraviolette. 
de manidre a pouvoir quantifier le nombre de moles d'oGgo-alginates produites dans le 
15 volume de solution. 

On pr^eve une quantite donn^ de milieu reactionnel h des moments 
difiSrents de la reaction enzymatique, et Ton proc&de i I'ajustement du pH de la 
solution pr^Ievte afin de ralentir ladite ruction. Dans exemple de realisation, 
chaque pr^ldvement de milieu reactionnel est caracterisi, dVine part, par une masse de 
20 10 g et un pH qusti ft 4 avec de I'acide chlorMnque de concentration I N. 

De phis, ladite solution prdev^e est dilute pour que sa density optique soit 
infeiieureil. 

On mesure la density optique (DO) de ladite solution pour un rayonnement 
de 235 nm, ce qui permet de doser la concentration Cjiaisons ("J^'- •"'^ **** doubles 
25 liaisons conjugu^es, grace ft la relation: 

DO 

(i) Qiaisons > 

e 

30 

oi^ e (5050 I. mol"^ cm*') represente le coeflicient d'extinction moleculaire 
des oligo-alginates insatures. 

En tenant compte des dilutions pratiquees. il est possible de mesurer la 
concentration en doubles liaisons conjuguees dans le milieu reactiormd de depart. De 
35 plus, connaissant la concentration ponderale d'al^nate Cjjgjnate la solution (en 
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g. I'^X on obtient la masse molaire moyemie en nombre Mu (g. mol'l) des 
^hantillons prilev^ au moyen de la relation 

^alginate 

<ii) M„ ^ 

On en d^h le degri de polym^sation moyen en nombre DPq au moyen de 
la relation suivante: 

M„ . 

(iii) DPn . ^ 

Mo 

oi^ Mq d^gne la masse molaire dfum umti constitutive de la molteule 
d'alginate de sodium (Mq = 216 g. mol''). 



II. p^erminatipn du d<? PQlym^ris»^'Qn mpygn «n iwmbre d'Mn ^ma^t 

d'alginate d e sodium depolvm^ris^ au moven dHjne hvdrolvse en milieu acide. par la 
mAliiode du dosaee des sucres r&lucteu rs fmdthode dite de SQM 0GYI-NELSOr«n : 

L'hydrolyse acide de I'al^ate genere une fonction h^mi-acetalique r^ductrice 
et une fonction hydroj^le. On proc^ au dosage de ladite fonction r^ctrice au 
moyen des solutions suivantes: 

Solution A : 

Carbonate de sodium anhydre: 2Sg. 

Tartrate de sodium et de potassium: 25g. 

Hydrogenocaibonate de sodium: 20g. 

Sulfate de sodium anhydre: 200g. 

On dissout ces quatre composes dans 1 1 d'eau ultra-pure. 

Solution B : 

Sulfate de cuivre monohydrate: 30 g. 
Acide sulfiirique concentr^: 4 gouttes. 
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On dissout rensembie dans 200 ml d'eau ultra-pure. 
Solution C : 

Obtenue par I'adjonctioii de 25 volumes de la solution A & un volume de la 
solution B. 

Solution D : 

Molybdate ammoniacal: 25 g. 

Adde sulfiiriquc concetitri: 39 g. 

Ars^niate de socfium: 3 g. 

On dissout i'ensemble dans 500 ml d'eau ultra-pure. 

Le principe de cette methode repose sur le fait que ladite fiinction h&ni- 
ac^alique est oxyd^e par le cuivre et g6n6re de I'oxyde cuivreux, lequel riagit avec le 
complexe ars^nio-moiybdique pour produire un oxyde de molybdate. 

Le mode operatoire suivi est d^crit ci-dessous: 

On ajoute 1 ml de la solution C 4 1 ml de la solution a doser dans un tube a 
essai, et fon chauffe pendant 20 min au bain-marie le m(61ange obtenu. On refroidit 
ensutte rapidement ledit melange en versant de Peau courante sar ledit tube. Puis oh 
ajoute successivement audit melange I ml de solution D et 12 ml d'eau ultra-pure. 

L'oxyde de molybdate produit pr^entant une absorption maximale pour un 
layonnement de longueur d'onde ^ale k 660 run, on mesure la densite optique de la 
solution obtenue & cette longueur d'onde. 

Les calculs permettant de detenniner la masse molaire moyenne en nombre et 
d'en d^duire le degr^ de polymerisation moyen en nombre de I'alginate hydrolys^ sont 
les m€mes que ceux qui ont ete exposes au Paragraphe I. 
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REVENDICATIONS 

.1) Proc^d^ d'daboration dHin produit destine i pr^enir et h soigner des 
maladies de la peau, caract^s^ en ce qu*il consiste & utiliser un extrah naturel 
d'algjnate de sodium 61 i soumettre ledtt extrait & au moins un traitement de 
d^olymMsation. 

2) Proc^i selon la revendication 1, caract^s^ en ce que Ton soumet ledit 
extrait 4 un traitement de d£poIym6risation eni^matique au moyen dSine al^nate 

. lyase. 

3) ProcM6 selon la revendication 2, caract^iis^ en ce que, ultMeuremient 
audh traitement enzymatique, I'on soumet ledit extrait depolym^ris^ k une hydrolyse 
en milieu adde. 

4) Produit destin6 i prdvenir et i soigner des maladies de la peau, caract^risi 
en ce qull comprend des enchainements d'oligo-alginates et d'acides uroniques. 

5) Produit destine k pr^enir et & soigner des maladies de la peau sdon la 
revendication 4, caract^si en ce quil comprend en outre au moins un oligod^ment 
sous forme cationique fbrroant un chdate avec lesdits enchainements. 

6) ^oduit destind i prdvenir et k soigner des maladies de la peau selon la 
revendication S, caractdris^ en ce que ledit chelate comprend des tons Zrfl'*'. 

7) Produit desd'nd a prevenir et a soigner des maladies de la peau selon la 
revendication S, caracteris^ en ce que ledit chelate comprend des ions Mn^'*' et Mg^*^. 

8) Produit selon une des revendication 4 a 7, caracteris6 en ce qu'il comprend 
en outre des extraits naturels d'algues du type chlorella. 

9) Produit selon une des revendications 4 4 8, caracterise en ce qull est prevu 
pour prot^er des i^onnements ultraviolets les cellules de Langerhans de r^piderme. 

10) Produit selon une des revendications 4 i 8, caracteris^ en ce qull est 
pr^ pour augmenter la concentration ^ptdermique de llnterteuldne la. 

1 1) Produit selon une des revendications S a 7. caracterisi en ce qu'il est 
pr6vu pour presenter un effet anti-radicalaire vis-a-vis des radicaux libres produits par 
des rayonnements ultraviolets. 

12) Produit selon la revendication 1 1, caracterise en ce qu'il est prevu pour 
proteger les cdlules du derme de I'oxydation des proteines. 

13) Produit selon la revendication 1 1, caractdris^ en ce qu'il est prevu pour 
proteger les cellules du derme de ia fragmentation de I'AON. 
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14) Produit selon une des revendications S i 7, caracterise en ce qu'il est 
pr^ pour presenter un e£fet inhibheur vis-i-vis de I'acttvit^ de I'enzyme Sa 
reductase. 

15) Produit sdon une des revendications S 4 7, caractdrisi en ce quil est 
pr^ pour presenter un efifet inhibiteur vis-i>vis de la souche bact6rienne pathog&ie 
Propimibactdrium acrws. 



